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O V E R H OO I B RO E I. 
DOOR 
F. W. J. BOEKHOUT EN J. J. OTT DE VRIES. 
In de Fächliche Mitteilungen des Oesterreichischen Tabakregie ') 
heeft K. H i r m k e eene mededeeling gepubliceerd getiteld: „Ueber 
den Wärmevorgang bei der Fermentation des Tabaks". Eén der daarin 
voorkomende conclusies luidt: „Der Prozesz bei höheren Tempera-
turen von 55° C. aufwärts scheint rein chemischer Natur zu sein. 
Seine Intensität wächst von 10 zu 10° stets auf ungefähr den dop-
delten Betrag. Dadurch dasz man den Tabak vorher keim und 
enzymfrei macht, läszt sich dieser rein chemischer Vorgang, dessen 
Intensität dann allerdings sehr gering ist, auch in tieferen Tempe-
raturen allein erzielen. Der bei der Ausbildung unterhalb 55° C. 
normal verlaufende Vorgang ist viele Male intensiver als dieser rein 
chemische. Es kann daher auf die Annahme von Gärungserregern 
(Mikroorganismen oder Enzymen) nicht verzichtet werden. Auffallend 
ist die Aehnlichkeit der Intensitätskurve bei der Selbsterwärmung des 
Tabaks für die verschiedenen Temperaturen, die übrigens beim Heu 
nahezu in derselben Weise verläuft mit jener für die Pflanzenatmung". 
Uit vroegere onderzoekingen 2) was door H i r m k e de volgende 
P 
formule afgeleid : P = K
 T M (1 — u ——-) waarin: 
P reactie-snelheid of intensiteit = de snelheid der warmteontwik-
keling in °C, d w. z. de som van de hoeveelheid warmte welke 
uitgestraald werd ; het warmteverlies en de dagelijksche warmte-
toename in het midden van den hoop; 
M de hoeveelheid on verbruikte reageerbare stof en 
p 
1 — u ——; het zuurstofgehalte in het midden van den tabakshoop, 
waarvan 
T is de temperatuur in het midden van den hoop, 
t de temperatuur der omgeving, 
u eene van de afmetingen van den hoop afhankelijke constante/ 
1) 1910 Heft 2 blz. 41. 
8) Fachliche Mitteilungen der k. k. Ósterr. Tabakregie, Wien 1908, blz. 41. 
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Uit deze formule werd de constante of de op de eenheid geredu-
ceerde intensiteit K
 T berekend, welke met de temperatuur verandert. 
Het verloop van deze constante bij verschillende temperaturen 
voor gesteriliseerde en niet-gesterüiseerde tabak leveren bijgaande 
graphische voorstellingen, welke de heer H i r m k e zoo vriendelijk 
was ons te doen toekomen, en wel 1 voor gesteriliseerde, 2 voor 
gewone tabak. 
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Construeerde H i r m k e de curve voor K T uit de gegevens welke 
onze proeven opleverden, dan verkreeg hij een lijn welke samenviel 
met die voor gesteriliseerde tabak, zoodat tusschen 0° en 55° C het 
buikvormig verloop ontbrak, welke die voor gewone tabak kenmerkte. 
Daar de intensiteit tusschen 0° en 55° C in gewone tabak veel 
grooter was dan in gesteriliseerde, en deze laatste veroorzaakt werd 
alleen door een rein chemische reactie, meende H i r m k e tusschen 
0° en 55° C eene medewerking van enzymen of microörgan ismen te 
mogen aannemen. Waar nu bij het fermenteeren van rooktabak de 
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temperatuur niet hooger stijgt dan 55° C, zoo zoude de katalytische 
werking van het ijzer daarbij practisch van geen of zoo goed als 
geen invloed zijn, en dus de tabakfermentatie voor temperaturen 
beneden 55° C terug moeten worden gebracht tot een enzym- of 
bacteriënwerking of beide samen. 
Er is echter nog een andere manier om de afwijking der curven 
onderling te verklaren, en wel de volgende : De katalytische werking 
van ijzer of mangaan is in sterke mate afhankelijk van de verbinding 
waarin het voorkomt: Hoe deze is in de levende en de gedroogde 
plant is nog onbekend, doch men zoude het zich voor kunnen stellen, 
dat het was in een thermolabilen toestand, welke bij ± 35° C (de 
temperatuur dus waarbij de intensiteit tusschen 0° en 55° C zijn 
maximum heeft bereikt) langzamerhand overgaat in een anderen 
vorm, die minder katalytische kracht heeft, welke omzetting bij 
55° C geëindigd zoude zijn. Bij die temperatuur zoude de katalytische 
werking dus het geringst worden, maar de intensiteit daarentegen 
toch eene verhooging beginnen te ondergaan, omdat de hooge tem-
peratuur dan zijn invloed doet gelden, daar de intensiteit afhankelijk 
is van temperatuur en katalytisch vermogen. 
Onze proeven zijn nu alle genomen met hooi, gedroogd gras of 
dakrijpe tabaksblaren, welke gesteriliseerd waren in een autoclaaf 
op 120° O, bij een temperatuur dus ver boven 55" C, zoodat 
hierdoor het ijzer in een vorm gebracht kan zijn, welke het zwakst 
katalyseerend werkt. Voor proeven boven 55° C. genomen is dit van 
minder belang; voor die daar beneden staat de zaak anders. De 
invloed der hooge temperatuur valt voor deze laatsten weg, zoodat 
tegenover de verzwakking van den katalysator geen aequivalent komt, 
waarvan eene mindere intensiteit het gevolg moet zijn. Wat het 
proces beneden 55° C. betreft staan dus gesteriliseerde en gewone tabak 
niet gelijk en behoeft een verschil in den loop der beide curven 
niet bepaald zijne verklaring te vinden in de medewerking van 
microörgn.nismen of enzymen. 
Om voor deze opvatting bewijzen aan te brengen zoude het hooi 
of de tabaksblaren zonder verhitting steriel moeten gemaakt worden, 
of groei van microörganismen daarop verhinderd, zonder dat daarbij 
het kataly tisch vermogen van het ijzer vernietigd werd. Het was 
niet gemakkelijk een weg te vinden, waarlangs het beoogde doel 
bereikt kon worden, doch na vele vruchtelooze pogingen bleek het 
dat eene 2 pet. kopersulfaat-oplossing daartoe te gebruiken was 
voor zoover het hooi betrof. 
Zoo gaven 3 Erlemeyer kolven waarin hooibouillon met 2 pet. 
ijzervrij kopersulfaat, geënt met hooi op 2/10'12 bij 22° C be-
waard, op 16/10'12, dus 14 dagen later, nog geen groei te zien. 
Gesteriliseerd wordt het hooi door de behandeling met eene 2 pet. 
Cu S04 oplossing, op de wijze zooals met de buizen geschiedde, 
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echter niet; worden toch plaatculturen aangelegd dan ontwikkelen 
zich bacteriënkoloniën, zoodat door het kopersulfaat alleen een 
tegengaan van den groei der microörganisnaen verkregen wordt, 
hetgeen echter voor het beoogde doel voldoende bleek. 
Hoogere concentraties dan 2 pet. Cu SO,, te nemen, waardoor 
steriliteit zoude optreden, was niet doenlijk, aangezien daardoor de 
katalytische werking van het ijzer nadeelig werd beïnvloed. 
Het experimenteeren met dakrijpe tabaksblaren kon echter niet 
plaats grijpen, omdat deze zich anders gedragen in dit opzicht dan 
hooi. In tabakssap -+- 2 pet. CuS04 5aq., dat geënd werd met sap 
uit dakrijpe tabaksblaren, groeiden na 5 dagen bij 22° C. gestaan 
te hebben, gisten en penicilliumsoorten 
Het te gebruiken kopersulfaat moet uit den aard der zaak ijzervrij 
zijn, en daar het chemisch zuiver Cu SO,, -f- 5aq (ijzervrij) uit den 
handel nog sporen ijzer bevat (als Fe2 03 gerekend 12 à 16 m.gr. 
per 100 gr.) zoo is dit zout als zoodanig niet te gebruiken, doch 
dient eerst het ijzer verwijderd te worden. Men lost het daartoe op 
in gedestilleerd water en voegt amaioniumhydroxyd in overmaat toe. 
Het eerst ontstane neerslag van koperhydroxyd lost daarbij op tot eene 
blauwe vloeistof, terwijl het ijzer als hydroxyd Fej (OH)6 achter 
blijft en afgefiïtreerd kan worden. Het nitraat wordt vervolgens met 
zwavelzuur geneutraliseerd, waarbij dan het koper weer als Cu (OH)2 
neerslaat. Nadat het is bezonken wordt de bovenstaande, nog iets 
blauw getinte vloeistof afgeheveld en eenige malen achtereen ver-
vangen door gedestilleerd water, dat telkens op dezelfde wijze ver-
wijderd wordt. Als het praecipitaat aldus voldoende uitgewasschen 
is, wordt het opgelost in zwavelzuur en deze oplossing ingedampt, 
zoodat bij bekoeling kristallisatie plaats grijpt Door omkristallisatie 
wordt dan het zuiver Cu SOt + 5aq. verkregen. 
Om nu aan te toonen dat bij 55° O de katalytische werking van 
de ijzerverbinding verzwakt is, moest door proeven blijken dat hooi, 
hetvvelk op 55° C. verhit was geworden, bij temperaturen daar verre 
beneden gelegen weinig koolzuur produceert en weinig zuurstof 
absorbeert, terwijl niet verhit hooi onder dezelfde omstandigheden 
veel intensiever zou moeten reageeren in dit opzicht. Op de volgende 
wijze werd daartoe te werk gegaan: 
Gebruikt werd hooi dat in Juni 1918 geoogst was. Uit voorloopige 
proeven bleek namelijk, dat het gewenscht is jong hooi te nemen, 
daar het vermogen om koolzuur te ontwikkelen vermindert naar-
mate het hooi ouder wordt, zoodat dit na een half jaar zeer gering 
is geworden. Het hooi werd gebracht in glazen buizen, welke als 
volgt waren toegericht: Een buis ter lengte van ± 25 cM. en 23/4 cM. 
middellijn mot een wanddikte van ruim 1 mM., werd aan het eene 
uiteinde uitgetrokken tot een dikwandig buisje van ongeveer 1 mM. 
doorsnede en een tiental centimeters lang aan het andere einde 
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werd een buis van l1/, cM. diameter en 15 cM. lengte met een wand-
dikte van 1 mM. aangeblazen, zoodat nog gemakkelijk kort geknipt 
hooi naar binnen was te brengen. Nadat de buis op die manier 
geprepareerd was, werd er eerst een laagje asbest in gedaan en 
daarna het hooi. Vervolgens het fijn uitgetrokken einde aan de punt 
toegesmolten en de buis na bekoelen geheel gevuld met eene 2 pet. 
oplossing van het ijzervrije kopersulfaat in gedestilleerd water. Als 
deze oplossing 1 uur lang op het hooi had gestaan werd de toege-
smolten punt afgeknepen en vloeide het vocht weg, waarna een 
asbest prop werd gedaan in de aangezette buis. Ook deze werd ver-
volgens uitgetrokken tot een dikwandig capillair en beide einden 
toegesmolten. 
Men verkreeg dus op deze wijze een glazen buis met een lengte 
van + 17,5 cM., waarin hooi gedrenkt met kopersulfaat, welke aan 
beide einden gesloten was. De buizen werden in een thermosthaat 
bij 20° of 21° C. gelegd en het gas erin na bepaalden tijd geanaly-
seerd. Daartoe werd een der capillairen, na inkeepen met een glas-
mes, onder water afgebroken en onder de vrij gekomen opening een 
caoutchouc buisje geschoven, dat in verbinding stond met een met 
water gevulde Hempelsche buret. Het andere capillair werd daarna 
eveneens onder water geopend en door zinken der buret het gas 
daarin overgezogen. Door wegen der buizen voor en nadat ze met 
water gevuld waren, kon de inhoud ervan worden bepaald. De gas-
analvse geschiedde verder volgens de methode H e m p e l . Het ge-
bruik van water als verdringingsvloeistof dat, met het oog op de 
oplosbaarheid van het koolzuur daarin, minder gewenscht lijkt, 
bleek van weinig invloed op de nauwkeurigheid van het onderzoek 
te zijn. Aangezien het water bij het overzuigen langzaam in de 
buizen steeg, kwam het gas alleen in aanraking met het oppervlak 
ervan, zoodat weinig absorbtie plaats greep. Zoo bedroeg voor mengsels 
van 50 cc. lucht en 46,1 cc. C02, de volume-vermindering 0,6 cc. 
voor dat van 75,6 cc. lucht en 28 cc. CO,, 0,36 c c ; voor 85,8 cc. 
lucht en 13,8 cc. CO, was de afname 0,16 cc. en bij 94,3 cc. lucht 
en 5,4 cc. CO, werd 0,02 cc. opgelost 
De buizen werden gevuld met 4 gr. hooi, wanneer dit als zoodanig 
werd onderzocht. Voor proeven met verhit hooi werd 10 gr. genomen 
van een mengsel van 24 gr. hooi en 36 gr. gedestilleerd water, dat 
gedurende 4 uur in een emaille pot met deksel in een waterbad, 
onder zoo nu en dan omroeren, op temperaturen, welke tusschen 
de 50J en 60° O gelegen waren, verwarmd was geworden. 10 gr. 
van dat mengsel kwam overeen met 4 gr. hooi. 
In de gevallen, dat dit verhit hooi geënt werd met aftreksel van 
hooi, werd voor toevoeging van de kopersulfaatoplossing het hooi 
in de buis bevochtigd met 10 cc. van een vloeistof verkregen door 
hetzelfde doch niet verhitte hooi aan te wrijven met gedestilleerd water. 
Hieronder volgen nu de analysen van het gas in de buizen, welke 
gevuld waren met het hooi als zoodanig, het verhitte hooi en het 
verhitte geënte hooi; allen met de kopersulfaatoplossing behandeld. 
17/10 '13. 2 Buizen gevuld met 4 gram hooi als zoodanig; bij 
20° C. bewaard. 
Buis I geopend 20/10 '13: 
gewicht buis met water 177,0 gr. 
gewicht buis 75,0 „ 
inhoud 102,0 cc . 
aanwezig gas 97,0 c c. 
verdwenen 5,0 cc . 
na absorbtie in KOH 79,6 c c 
C02 17,4 c c 
na absorbtie in pyrogallol 79,4 cc . 
02 0,2 cc . 
Buis II geopend 20/10 : 
gewicht buis met water 168,5 gr. 
gewicht buis 70,0 „ 
inhoud 98,5 cc . 
aanwezig gas 95,0 „ 
verdwenen 3,5 cc . 
na absorbtie in KOH 77,4 cc . 
C02 T 17,6 c c 
na absorbtie in pyrogallol 77,4 cc . 
Oj T 0,0 c c 
17/1' '13. 2 Buizen gevuld met 10 gr. van het zelfde hooi dat in 
vochtigen toestand op 55°—60° C. verhit is geweest, bij 20° C. bewaard. 
Buis III geopend 20/10 : 
gewicht buis met water 168,5 gr. 
gewicht buis 98,0 „ 
inhoud 70,5 o.e. 
aanwezig gas 68,8 „ 
verdwenen 1,7 c c 
na absorbtie in KOH 68,2 c c 
COj ~ 0,6 cc . 
na absorbtie in pyrogallol 55,8 cc . 
0 2 12,4 cc . 
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Buis IV geopend 20/10: 
gewicht buis met water 180,5 gr. 
gewicht buis 89,5 „ 
inhoud 91,0 cc . 
aanwezig gas 90,4 „ 
verdwenen 0,6 cc. 
na absorbtie in KOH 90,0 cc . 
COj 0,4 c c 
na absorbtie in pyrogallol 73,4 c c 
Oj , 7~ 16,6 c c 
17/10 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi in 
vochtigen toestand dat op 55°—60° C. verhit is geweest en daarna 
geënt met hooiaftreksel ; bewaard bij 20° C. 
Buis V geopend 20/10: 
gewicht buis met water 165,0 gr. 
gewicht buis 78,5 „ 
inhoud . . . . 86,5 cc . 
aanwezig gas 86,0 „ 
verdwenen 0,5 c c 
na absorbtie in KOH 84,7 cc. 
CO, 1,3 c c 
na absorbtie in pyrogallol 68,8 c c 
02 15,9 c c 
Buis VI geopend 21/10: 
gewicht buis met water 183,0 gr. 
gewicht buis 85,5 „ 
inhoud 97,5 c c 
aanwezig gas 97,0 „ 
verdwenen 0,5 c c 
na absorbtie in KOH 95,8 c c 
C02 7~ 1,2 c c 
na absorbtie in pyrogallol 95,8 cc . 
Oj 16,8 c c 
Uit deze proefreeks blijkt dat in 3 dagen bij 20° C. geleverd 
werden door het hooi als zoodanig 17,4 en 17,6 cc . COj; door het 
op 55°—60° C. verhitte hooi 0,6 en 0,4 cc. C02 door het verhitte 
en daarna wederom geënte hooi 1,3 cc . CO, en 1,2 c c C02 in 
4 dagen tij ds. 
• 
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24/10 '13. 2 Buizen gevuld met 4 gr. hooi 
bewaard. 
Buis Vil geopend 27/10: 
gewicht buis met water 
gewicht buis 
na absorbtie in KOH 
CO, 
na absorbtie in pyrogallol . . . . 
0 , 
Buis VIII geopend 27/10: 
co, 
O 
als zoodanig 
192,0 gr. 
• 95,2 „ 
96,8 cc. 
. 94,3 cc . 
. 77,8 cc. 
. 77,8 cc . 
. 211,7 gr. 
• H3,4 „ 
98,3 c c 
95,6 cc . 
. 81,2 c c 
. 78,6 cc . 
; bij 21° C. 
2,5 cc . 
16,5 c c 
0,0 c c 
2,7 cc . 
14,4 c c 
2.6 o.e. 
24/10 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gr. van hetzelfde hooi dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 50—60° C; bij 21° C bewaard. 
Buis IX geopend 27/10 : 
crfiwip.ht h u i s 91.7 .. 
CO, 
o 
Buis X geopend 27/10 : 
gewicht buis . . . . . . 
98,6 cc. 
98,5 c c 
. 97,8 c c 
. 79,4 o.e. 
167,5 gr. 
• 81,0 „ 
0,1 cc . 
0,7 cc . 
18,4 c c 
• 
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C02 
0, 
24/10 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gr. van hetzelfde In 
vochtigen toestand op 50—60° verhit is geweest en das 
met hooiaftreksel ; bewaard bij 21° C. 
Buis XI geopend 27/10: 
gewicht buis met water 177,5 gr. 
gewicht buis 85,7 „ 
inhoud 91,8 cc. 
aanwezig gas 90,0 cc. 
co2 
na absorbtie in pyrogallol 73,0 cc. 
0, 
Buis XII geopend 27/10 : 
gewicht buis 97,5 ,, 
co2 
O, 
Uit deze proefreeks blijkt dat in 3 dagen bij 21° Cgeleve 
door het hooi als zoodanig 16,5 en 14,4 c c C02; do 
50—60° C verhitte hooi 0,7 en 0,4 cc . C02 en door het v 
daarna geënte hooi 2,8 en 2,9 c c COj. 
29/10 '13. 2 Buizen gevuld rret 4 gr. hooi als zoodanig; 
bewaard. 
Buis XIII geopend 31/10 (na 41 uur) : 
gewicht buis 77,2 „ 
2,1 c c 
0,4 c c 
16,0 cc . 
ooi dat in 
irna geënt 
1,8 c c 
2.8 cc. 
14.2 c c 
0,9 c c 
2.9 c c 
11.3 c c 
rd werden 
or het op 
erhitte en 
bij 21° C 
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aanwezig gas 83,8 cc . 
verdwenen 4,8 cc. 
na absorbtie in KOH 79,2 c c 
CO» 4,6 cc. 
na absorbtie in pyrogallol 68,4 cc . 
O, 10,8 c c 
Buis XIV geopend 1/11 (na 64 uur) : 
gewicht buis met water 173,5 gr. 
gewicht buis 79,5 „ 
inhoud 94,0 o.e. 
aanwezig gas 88,6 cc . 
verdwenen 5,4 c c 
na absorbtie in KOH 78,4 c c 
CO, 10,2 cc. 
na absorbtie in pyrogallol 72,6 c c 
O, 8,5 cc. 
29/10 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gr. van hetzelfde hooi dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 55—60° C; bij 21° C bewaard. 
Buis XV geopend 31/10 (na 41 uur) : 
gewicht buis met water 192,1 gr. 
gewicht buis 96,0 „ 
inhoud 96,1 c c 
aanwezig gas 92,2 c c 
verdwenen 3,9 c c 
na absorbtie in KOH 91,8 cc 
CO, 0,4 c c 
na absorbtie in pyrogallol 73,8 c c 
O, 18,0 c c 
Buis XVI geopend 1/11 (na 65 uur) : 
gewicht buis met water 194,0 gr. 
gewicht buis 109,0 „ 
inhoud . 85,0 c c 
aanwezig gas 80,6 o.e. 
verdwenen 4,4 cc. 
na absorbtie in KOH 79,8 c c 
CO, f" 0,8 cc. 
na absorbtie in pyrogallol 65,2 cc . 
O, 14,6 o.e. 
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Buis XX geopend na + 33/4 dag: 
gewicht buis met water 173,7 gr. 
gewicht buis 75,3 „ 
inhoud 98,4 cc. 
aanwezig gas 96,4 „ 
verdwenen '2,0 cc. 
na absorbtie in KOH 82,0 cc. 
C02 7 " 14,4 c c 
na absorbtie in pyrogallol 78,6 c c 
0 2 3,4 c c 
3/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi, dat 
in vocbtigen toestand verhit is geweest op 53—58" C. ; bij 21° C. 
bewaard. 
Buis XXI geopend na 33/,, dag: 
gewicht buis met water 166,1 gr. 
gewicht buis 81,2 „ 
inhoud 84,9 c c 
aanwezig gas 83,9 „ 
verdwenen 1,0 cc . 
na absorbtie in KOH 83,2 c c 
C02 0,7 c c 
na absorbtie in pyrogallol 67,3 c c 
Oj 15,9 cc . 
Buis XXII geopend na 3% dag : 
gewicht buis met water 168,0 gr. 
gewicht buis 83,3 „ 
inhoud 84,7 c c 
aanwezig gas 83,4 „ 
verdwenen 1,3 c c 
na absorbtie in KOH 82,4 c c 
CO, 1,0 cc . 
na absorbtie in pyrogallol 66,8 c c 
02 15,6 cc. 
3/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi, dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 53—58° C. en daarna geënt 
met hooiaftreksel ; bewaard bij 21° C. 
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Buis XXIIJ geopend na ± 4 dagen: 
gewicht buis met water 216.8 gr. 
gewicht buis 119,7 „ 
inhoud 97,1 cc. 
aanwezig gas 95,6 „ 
verdwenen 1,5 cc . 
na absorbtie in KOH 94,1 c c 
CO, 1,5 c c 
na absorbtie in pyrogallol 76,8 cc . 
0 , 17,3 cc. 
Buis XXI V geopend na + 4 dagen : 
gewicht buis met water 165,3 gr. 
gewicht buis 95,2 „ 
inhoud 70,1 c c 
aanwezig gas 67,8 „ 
verdwenen 2,2 c c 
na absorbtie in KOH 67,0 cc . 
CO, 0,8 c c 
na absorbtie in pyrogallol 54,4 cc . 
O, : . ~ 12,6 c c 
Deze proefreeks heeft dus tot resultaat gehad dat het hooi na 3% 
dag bij 21° O leverde 11,4 en 14,4 c c CO,, het verhitte hooi 0,7 en 
1,0 c c en het verhitte en daarna geënte hooi na + 4 dagen 1,5 
en 0,8 c c 
10/11 '13. 1 Buis gevuld met 4 gram hooi als zoodanig; bij 21" O 
bewaard. 
Buis XXV geopend na + 4 dagen: 
gewicht buis met water 166,2 gr. 
gewicht buis 90,0 „ 
inhoud 76,2 cc . 
aanwezig gas 75,7 „ 
verdwenen 0,5 c c 
na absorbtie in KOH 69,5 c c 
CO, 7~ 6,2 c c 
na absorbtie in pyrogallol 61,8 cc. 
O, 7,7 cc . 
10/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi dat 
in vochtigen toestand verhit is geweest op 52—59° O ; bij 21° C. 
bewaard. 
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Buis XXVI geopend na 33/4 dag: 
gewicht buis met water 176,6 gr. 
gewicht buis 88,4 „ 
inhoud 88,2 cc . 
aanwezig gas 87,7 „ 
verdwenen 0,5 cc 
na absorbtie in KOH 87,0 c c 
CO, 0,7 cc . 
na absorbtie in pyrogallol 70,4 c c 
O, 16,6 c c 
Buis XXVII geopend na 33/4 dag: 
gewicht buis met water 172,7 gr. 
gewicht buis 82,3 „ 
inhoud 90,4 c c 
aanwezig gas 89,0 „ 
verdwenen 1,4 c c 
na absorbtie in KOH 88,3 cc . 
CO, ~T 0,7 c c 
na absorbtie in pyrogallol 71,6 c c 
O, r~ 16,7 cc . 
10/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 52—59° O en daarna geënt 
met hooiaftreksel ; bewaard bij 21° O 
Buis XXVIII geopend na 33/% dag: 
gewicht buis met water 200,1 gr. 
gewicht huis 104,2 „ 
inhoud 95,9 cc . 
aanwezig gas 93,8 „ 
verdwenen 2,1 c c 
na absorbtie in KOH 92,6 cc . 
CO, ~ 1,2 c c 
na absorbtie in pyrogallol 75,8 cc . 
O, 7~ 16,8 c c 
Buis XXIX geopend na ± 4 dagen: 
gewicht buis met water 167,2 gr. 
gewicht buis 90,0 „ 
inhoud 77,2 c c 
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aanwezig gas 76,0 cc . 
verdwenen 1,2 c.c. 
na absorbtie in KOH 75.0 c.c. 
COj 1,0 c.c. 
na absorbtie in pyrogallol 61,8 c.c. 
02 .— 13,2 c.c. 
Uit deze proefreeks blijkt dat het hooi als zoodanig gaf 6,2 c.c. 
COj, het verhitte hooi 0,7 c.c. en het verhitte en daarna geënte hooi 
1,2 en 1 c.c. 
13/11 '13. 1 buis gevuld met 4 gram hooi als zoodanig; bij 21° C 
bewaard. 
Buis XXX geopend na 33/4 dag: 
gewicht buis met water 174,5 gr. 
gewicht buis . 84,2 „ 
inhoud 90,3 c.c. 
aanwezig gas 89,4 c.c. 
verdwenen 0,9 c.c. 
na absorbtie in KOH 82,9 c.c. 
COj 6,5 c.c. 
na absorbtie in pyrogallol 72,4 c.c. 
O, 10,5 cc. 
13/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 50—59" C. ; bewaard bij 21° C. 
Buis XXXI geopend na 3% dag: 
gewicht buis met water . . . . . . 180,9 gr. 
gewicht buis 104,5 „ 
inhoud 76,4 c.c. 
aanwezig gas 71,8 c.c. 
verdwenen 4,6 c.c. 
na absorbtie in KOH 70,9 c.c. 
COj 0,9 c.c. 
na absorbtie in pyrogallol 58,3 c.c. 
Oj 12,6 cc. 
Buis XXXII geopend na 33/4 dag: 
gewicht buis met water 208,3 gr. 
gewicht buis . 117,4 „ 
inhoud 90,9 c.c. 
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aanwezig gas 85,8 cc . 
verdwenen 5,1 cc. 
na absorbtie in KOH 85,0 c c 
COj • 0,8 cc . 
na absorbtie in pyrogallol 69,3 cc. 
02 15,7 c c 
13/11 '13. 2 Buizen gevuld met 10 gram van hetzelfde hooi, dat in 
vochtigen toestand verhit is geweest op 50 —59° C. en daarna geënt 
met hooiaftreksel ; bewaard bij 21° C. 
Buis XXXIII geopend na 33/è dag: 
gewicht buis met water 189,5 gr. 
gewicht buis 90,1 „ 
inhoud 99,4 c c 
aanwezig gas 94,2 „ 
verdwenen 5,2 c c 
na absorbtie in KOH 93,4 c c 
C02 0,8 co. 
na absorbtie in pyrogallol 76,2 c c 
02 17,2 c c 
Buis XXXIV geopend na 'â3jh dag: 
gewicht buis met water 177,2 gr. 
gewicht buis 86,8 „ 
inhoud • . 90,4 cc. 
aanwezig gas 85,4 cc. 
verdwenen 5,0 o.e. 
na absorbte in KOH 84,5 c c 
C02 0,9 c c 
na absorbtie in pyrogallol 68,8 cc 
Oj 15,7 c c 
Het verhitten geschiedde ditmaal niet in een emaille potje, doch 
in een luchtledig gepompte toegesmolten glazen kolf om de inwer-
king der zuurstof uit de lucht gedurende het verwarmen te ontgaan. 
Bij deze proefreeks leverde het hooi dus 6,5 cc . C02, het verhitte 
hooi 0,9 en 0,8 en het verhitte geënte hooi eveneens 0,9 en 0,8 c c 
Brengt men nu de verschillende cijfers, bij deze proeven verkregen, 
in een lijst te zamen, dan ontstaat de volgende tabel: 
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Nummer 
der 
buis. 
1 
I I 
V I I 
V I I I 
X I I I 
X I V 
X I X 
X X 
X X V 
X X X 
I I I 
I V 
I X 
X 
X V 
xvi 
X X I 
X X I I 
X X V I 
X X V I I 
X X X I 
X X X I I 
V 
V I 
X I 
X I I 
X V I I 
X V I I I 
X X I I I 
X X I V 
X X V I I I 
X X I X 
X X X I I I 
X X X I V 
Behandeling. 
— 
— 
— 
— 
— 
-
— 
— 
— 
— 
verhit 55— 60 
,, 55-f in 
„ 5 0 - 60 
,, BO—60 
„ 55-fiO 
„ 5 5 - 6 0 
„ 53—58 
„ 53—58 
„ 52 — 50 
„ 5 2 - 5 9 
,. 50—59 
„ 50 — 59 
„ 55—60 en geent 
„ 55-flO „ 
„ 5 0 - 6 0 „ 
,. 50—60 „ 
„ 5 5 - 6 0 „ 
„ 55 — 60 „ 
,. 53—58 „ 
„ 53—58 „ 
„ 5 2 - 5 9 „ 
„ 52—59 
„ 5 0 - 5 9 
„ 50—59 „ 
Tijd van 
incubatie. 
3 dagen 
3 
3 
3 
+ l8/« dag 
± 8g/4 » 
± 33/i „ 
± 3S/4 .. 
+ 4 dagen 
3S/4 dag 
3 dagen 
3 
3 
3 
± 13/4 dag 
± 2s/4 „ 
3 % ,. 
38/4 „ 
3:i/4 „ 
38/4 ,. 
38/i „ 
38/l ,. 
3 dagen 
* 
3 
3 
+ 18/4 dag 
± 23/4 „ 
+ 4 dagen 
± * » 
38/4 dag 
+ 4 dagen 
38/4 dag 
48/4 * 
Ó 
0 
a 
u 
a 
S 
m 
H 
20 
20 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
20 
20 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
2J 
21 
21 
21 
20 
20 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
ó 
6' 
o nu
a 
o > 
17,+ 
17,6 
16,5 
14,4 
4,6 
10,2 
11,4 
14,4 
6,2 
6,5 
0,6 
0,4 
0.7 
0.4 
0,4 
0.8 
0,7 
1,0 
0,7 
0,7 
0,9 
0,8 
1,3 
1,2 
2,8 
2,9 
0,8 
0,9 
1,5 
0,8 
1,2 
1,0 
0,8 
0,9 
ö 
r2 
> 
O 
M 
0,2 
0,0 
0.0 
2,6 
10,8 
5,8 
7,4 
3.4 
7,7 
1C,5 
12,4 
16,6 
18,4 
16,0 
18,0 
14.6 
15,9 
15,6 
16,6 
16,7 
12,6 
15,7 
15,9 
16,8 
14.2 
11,3 
11,5 
16,2 
17,3 
12,6 
16,8 
13,2 
17,2 
15,7 
ci 
"ai 
> 
o 
M 
79,4 
77,4 
77,8 
78,6 
68,4 
72,4 
84,2 
78,6 
61,8 
72,4 
55,8 
73,4 
79.4 
68,0 
73,8 
65,2 
67,3 
66,8 
70,4 
71,6 
58,3 
69,3 
68,8 
78,0 
73,0 
60.2 
50,3 
71,8 
76,8 
54,4 
75,8 
61,8 
76,2 
68,8 
a 
O 
a 6 
" 6 
« r-& • = 
-o 
> 
5,0 
3,5 
2,5 
2,7 
4,8 
5.4 
2.7 
2,0 
0 5 
0.9 
1,7 
0,6 
0,1 
2,1 
3.9 
4,4 
1.0 
1,3 
0.5 
1,4 
4,6 
5,1 
0,5 
0,5 
1,8 
0,9 
3,4 
4,6 
1,5 
2,2 
2,1 
1,2 
5,2 
5,0 
£ 2 S g
 œ 
CL.% £ J* o 
£ 0) ^ S ri 
o > u m . 
O cû 0> t-
j a P -
20,9 
20,3 
20,5 
20,7 
18,0 
19,0 
22,1 
20,7 
16,2 
19,0 
14,7 
19,3 
20,9 
17,9 
19,4 
17,1 
17,7 
17,6 
13,5 
18,8 
15,3 
18,2 
18,1 
20,5 
19,2 
15,8 
13,2 
18,9 
20,2 
14,3 
19,9 
16,2 
20,0 
18,1 
!) De wijze om het verdwenen volume vaat te stellen is slechts benaderend, zoodat waar het 
hier kleine verschillen in gewicht betreft aan deze cijfers geen absolute waarde moet toegekend 
worden. 
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Vergelijkt men de cijfers voor het gevormde koolzuur in de 
buizen welke alleen het hooi als zoodanig en die welke het ver-
hitte hooi bevatten, dan blijkt dat het eerste in veel sterker mate 
COj produceert dan het laatste. Dat de oorzaak daarvan niet gelegen 
is in het afsterven der micro-organismen door de verhitting wordt aan-
getoond door het geënte hooi, dat wel iets meer koolzuur levert dan 
het verhitte, maar toch verre achterblijft bij het oorspronkelijke. De 
vraag doet zich nu voor in hoeverre de enzymen hierbij van invloed 
zijn. Ook hiervan kon men veronderstellen, dat de langdurige hooge 
temperatuur ze vernietigd zou hebben. Dit bleek echter niet het 
geval te zijn, èn in het hooi als zoodanig èn in het verhitte hooi 
konden Peroxydasen worden aangetoond. Zoo gaf een waterig aftreksel 
van het hooi gebruikt bij de proefnemingen op 3/11, 10/11 en 13/11 
1913, ongeacht of het al dan niet was verhit geworden, met een 
mengsel van alcoholische guajoconzuur-oplossing en 3 pet. waterstof-
superoxyd de bekende blauwe kleur. Hieruit volgt dat ook de oxy-
deerende enzymen geen invloed uitoefenen bij het verschil in kool-
zuurvorming tusschen verhit en gewoon hooi. 
Uit deze proeven is dus af te leiden, dat door het verhitten, op 
temperaturen bij 60" C. gelegen, omzettingen plaats grijpen, waardoor de 
werking van den katalysator in het hooi verzwakt wordt. 
De vooropstelling was dus juist en behoeft men ter verklaring 
van het buikvormigverloop der curve tusschen O en 55" C niet 
persé de werking van enzymen of bacteriën aan te nemen. 
Omtrent de sterkte der katalytische werking is nog het volgende 
op te merken : Uit de kolom voor het gevormde OOj is te zien, dat 
dit, ondanks bij elke proef evenveel hooi werd genomen, niet con-
stant is ; worden in den aanvang cijfers gevonden iets boven 17 
gelegen, op het eind dalen deze tot 6,2 bij een grooter incubatietijd. 
Waarschijnlijk zal hiervan de oorzaak moeten gezocht worden 
in het afnemen van het katalytisch vermogen, naarmate het hooi 
ouder wordt (tusschen de eerste en de laatste proef verliep ongeveer 
een maand, terwijl het hooi bij den aanvang van het onderzoek reeds 
4 maanden oud was) en door verschil in dat vermogen van de 
planten, door bijv. een ander ijzergehalte. 
Daar bij onze proeven over hooibroei, in den loop van 1907 ge-
nomen, de vorming van furfurol kon aangetoond worden, spraken 
wij destijds de meening uit, dat ook bij het broeien van hooi in de 
praktijk deze stof zoude ontstaan (deze verslagen 1910 n°. VII), het 
bewijs moest achterwege bijven, omdat de gelegenheid ontbrak in 
het bezit te komen van dergelijk hooi. In Juni 1912 trad echter in een 
hoop pas gewonnen hooi van de Proefzuivelboerderij broei op. De 
temperatuur met een maximumthermometer opgenomen, terwijl men 
bezig was in de hoop plaatselijk een gat te spitten, bedroeg 83° C 
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het hooi zag donkerbruin. Het vochtgehalte van een tweetal monsters 
ervan bedroeg respectievelijk 35,9 pet. en 39,9 pet. ; was dus zeer 
hoog, aangezien dit normaal + 15 pet. is. Werd een weinig van het 
hooi in een Erlemeyerkolfje gebracht, dat afgesloten was door een 
kurk, waarin een reepje filtreerpapier stak, met een druppeltje waterige 
azijnzure anilineoplossing bevochtigd, dan ontstond vrij spoedig een 
roode vlek, zoodat furfurol aanwezig was ; beide monsters gedroegen 
zich in dit opzicht gelijk. Er is dus hierdoor gebleken, dat bij het 
broeien van hooi o. a. ook furfurol ontstaat, zoodat onze meening 
bevestigd is geworden. 
Ueber die Selbsterhitzung des Heues. 
(Kurze Zusammenfassung obiger Ausführungen). 
Unsere Auffassung über die Ursache der Selbsterhitzung des 
Heues und der Fermentirung des Tabaks, zwei ähnliche Prozesse 
hervorgerufen durch eine rein chemische Wirkung, wobei Eisen-
verbindungen als Katalysator auftreten, findet eine teilweise Be-
kämpfung in einer Veröffentlichung von Ingenieur K. H i r m k e , 
insofern seines Erachtens die Erhitzung unterhalb 55° nicht ohne 
die Mitwirkung von Bacteriën und Enzymen zu stände kommen 
könnte. Die Wärmeproduction in nicht sterilem Tabak findet zwischen 
0 und 55° ihr Maximum bei 35—40° C. und erst über 55" C. 
beobachtet man eine regelmäszige Steigung der Intensität bei Tem-
peraturzunahme. Diese Erscheinungen zwischen 0 und 55" C. können 
nach H i r m k e blosz an die Wirkung von Bacteriën oder Enzymen 
zugeschrieben werden. Unseres Erachtens wäre es aber ebensowol 
möglich, • dass die chemische Bindung des Katalysators thermolabil 
sei und zwischen 30 und 55° C. nach und nach eine Aenderung 
erfährt, welche eine bedeutende Abschwächung ihrer Tätigkeit in 
diesem Prozesse mit sich bringt. Diese Umsetzung sollte bei 55° C. 
beendigt sein. Bei dieser Temperatur würde die katalytische Wirkung 
also am geringsten sein, aber die Intensität dagegen sich erhöhen, 
weil die höhere Temperatur sich gelten läszt; die Intensität ist doch 
abhängig von der Temperatur und dem katalytischen Vermögen. 
Wenn es möglich wäre ohne Erhitzung die Bacterienentwicklung 
zu unterdrücken und überdies den Katalysator intact zu lassen, 
wäre der Beweis für unsere Behauptung geliefert, wenn alsdann im 
bedeutenden Masze die Erscheinungen der Selbsterhitzung auftraten. 
Wenn das Heu vorher erhizt worden war bis 55—60° C, sollte die 
Gasbildung bei derselben Behandlung nur gering sein. Nach längerem 
Suchen fanden wir eine Impregnirung mit 2 prozentischer eisenfreier 
Kupfersulfatlösung als sehr brauchbar für diesen Zweck. Das damit 
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bebandelte Heu wurde zwar nicbt absolut steril, zeigte aber ebensowenig 
einigen Bakterienwachstum. Tabak eignete sich aber nicht für 
derartige Sterilisation, weil im Tabaksaft mit 2 pet. Cu S04 + 5 aq 
geimpft mit dem Safte dachreifer Tabaksblätter, schon nach 5 Tagen 
bei 22° C Hefen und Pénicillium wachsen. 
Es wurde für diese Versuchen eisenfreies Kupfersulfat hergestellt 
und das Heu während einer Stunde mit der 2 pct. Kupfersulfat-
lösung in Berührung gelassen in einem ± 17,5 cM. Glasrohre, dessen 
Enden nach der Behandlung und Entfernung der überflüssigen 
Kupfersulfatlösung zugeschmolzen wurde. Das auf 50—60° C. erhitzte 
Heu wurde vor dem Erhitzen mit Wasser angefeuchtet und auf 
seine Kohlensäureproduction verglichen mit nicht erhittem Heue, 
nachdem die Röhren während mehreren Tagen bei 21° C. im 
Brutschrank gelegen hatten. Eine dritte Serie Röhren enthielt auf 
55—60° C. erhitztes Heu, welches nach dem Erhitzen mit Heuinfus 
geimpft worden war. 
Das Gas, producirt von 4 gr. Heu, wurde nach der Hempelschen 
Methode untersucht. Das Ergebniss dieser Untersuchungen findet 
man in der Sammeltabelle Seite 17. Hieraus geht hervor dass die 
Röhren mit nicht erwärmtem Heu eine bedeutende Menge Kohlen-
säure enthielten. Das auf SO—60° C. erhitzte Heu produzirt sehr 
wenig Gas, + 1/20 der ersten Serie Röhren ; die Impfung mit 
Heuinfus erhöht die Kohlensäure-production nur unbedeutend. 
Hieraus kann man schlieszen, dass durch Erhitzung auf Tempera-
turen bis zu 60° Umsetzungen stattfinden, durch welche die Wirkung 
des Katalysators im Heu geschwächt wird, denn die Bakterien-
tätigkeit war in diesen Versuchen ausgeschaltet, während die Enzymen 
in allen drei Serien ihre Wirkung hätten entfalten können, weil 
die Erhitzung auf 50 bis 60° C. daraufhin keinen Einfluss ausübte, 
wie die kräftige Oxydasereaction des auf 60° C. erwärmten Heues 
nachwies. 
Endlich wurde gezeigt dass durch die Selbsterhitzung des Heues 
Furfurol produzirt wird, wie damals schon vermutet wurde. 
